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@ Verfahren zur Gewinnung rekombinanter, biologisch aktiver, eukaryontischer alkalischer 
Phosphatase. 

@ Bei einem Verfahren zur Gewinnung rekombinanter, biologisch aktiver, eukaryontischer alkalischer Phospha- 
tase wird eine eukaryontlsche alkalische Phosphatase codlerende DNA-Sequenz in einer prokaryontlschen 
Wirtszelle exprimiert und das Expressionsprodukt in aktiver Form durch ZeilaufschluS, Solublllslerung unter 
denaturierenden Bedingungen und anschliefiender Renaturierung gewonnen. Dabei wird der Renaturierungs- 
schritt In Gegenwart eines Oder mehrerer Stabilisierungsmlttel durchgefuhrt. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung biologisch aktiver, rekombinanter, 
eukaryontischer alkalischer Phosphatase durch Expression in Prokaryonten. 

Alkalische Phosphatasen sind in der Natur weitverbreitete Metalloenzyme, die eine Hydrolyse von 
Phosphatesterbindungen bei alkalischen pH-Werten katalysieren. Sie sind z.B. ats Tumor-assoziierte Protei- 

s ne (Frohlander, N.S. Mlllan, J.L (1991), In vivo 5, 483-488; McComb et al. (1979), Alkaline Phosphatases, 
Plenum Press) seit langem beschrieben. Ihre eigentliche Funktion ist jedoch noch weitgehend unbekannl. 
Alkalische Phosphatasen finden in der biologischen Forschung ebenso wie in der Gentechnologie und in 
der medizinischen Diagnostik, z.B. als wichtige Markerenzynne fur Enzym-lmmunassays, vielseitige Verwen- 
dung. Eukaryontische alkalische Phosphatasen haben, Im Gegensatz zu den beschriebenen prokaryonti- 

10 schen Enzymen, meist eine hohere spezifische Aktivilat (McComb et al. (1979), Alkaline Phosphatases, 
Plenum Press). Die Aktivitaten der alkalischen Phosphatasen bei Saugetieren sind zudem gewebsspezifisch 
und kommen z.B. im intestinalen Epithel (Darm), in der Placenta, in der Niere, den Knochen und in der 
Leber vor (Meyer-Sabeliek et al. (1988), Journal of Chromatography 429, 419-444). 

Eine kostengunstige rekombinante Herstellung von eukaryontischen alkalischen Phosphatasen mil 

15 konstanter Qualitat ist daher, auch im Hinblick auf eine Verringerung der Infektionsgefahr (HIV, BSE) bei 
ihrer Isolierung aus Geweben sowie ebenso aufgrund des Problems der Gewinnung von heterogenen 
Enzymgemischen bei der Isolierung aus Geweben, von groBem Interesse. 

Bei der heterologen Expression von eukaryontischen Proteinen in Prokaryonten entstehen haufig 
schwer losllche, biologisch inaktive Proteinaggregate (Inclusion Bodies). Diese konnen in den meisten 

20 Fallen mit an sich bekannten Methoden (Jaenicke, R. (1979) FEBS Letters, Vol. 52, 187-198; Rudolph R. 
(1990), Modern Methods in Protein and Nucleic Acid Research. 149-171) wieder in ihre biologisch aktive 
Form zuruckgefiihrt werden. Dabei werden die in "Inclusion Bodies" vorliegenden Proteine durch Zugabe 
von starken Denaturierungsmittein, wie z.B. Harnstoff, Guanidinhydrochlorid, Oder durch Zugabe von stark 
sauren Agenzien, beispielsweise Glycin/Phosphorsauremischungen, unter reduzierenden Bedingungen solu- 

25 bilisiert und anschlieBend renaturiert. 

Im Stand der Technik werden Verfahren zur Renaturierung von verschiedenen denaturierten Proteinen 
beschrieben (z.B. DE 35 37 708 Al, DE 38 35 350 Al, EP-A 0 241 022). 

In EP-A 0 114 506 beispielsweise ist ein Verfahren zur Reinigung und Reaktivierung heterolog 
exprimierter Proteine offenbart. Dabei werden die in "Inclusion Bodies" vorliegenden Proteine mit einem 

30 stark denaturierenden Mittel gelost und anschlieBend in ein schwacher denaturierendes Losungsmittel 
uberfuhrt, wo sie zur Ausbildung der Disulfidbrucken oxidierenden Bedingungen unterworfen werden, Oder 
vor Uberfuhrung in ein schwacher denaturierendes Losungsmittel sulfoniert und anschlieBend, in Gegenwart 
des schwacher denaturierenden Losungsmittels. durch Umsatz mit einem Sulfhydrylreagenzes in seiner 
reduzierten und oxidierten Form unter Ausbildung von S-S-Bindungen renaturiert werden. 

35 Obschon eine Reihe von eukaryontischen alkalischen Phosphatasen kloniert wurden (Kam et al. (1985), 
Proc. Natl. Acad. Sci., USA 82, 8715-8719; Millan J.L. (1986), J. Biol. Chem. 261, 3112-3115; Henthorn et al. 
(1987), Proc. Natl. Acad. Sci., USA 84, 1234-1238; Hsu, H.H.T. & Anderson, H.C. (1989), Int. J. Biochem. 21, 
847-851; Millan, J.L. (1988), Anticancer Research 8, 995-1004; Harris, H. (1989). Clinica Chimica Acta 186, 
133-150; Smith, A.F. (1989), Clin. Chem. Enzym. Comms 2, 1-22; Millan J.L., (1990), Isozymes: Structure, 

40 Function and Use in Biology and Medicine, 453-475, Wiley-Liss Inc.), gelang bisher eine Expression in 
Prokaryonten mit erfolgreicher Renaturierung des Enzyms in seine biologisch aktive Form nicht. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist daher die Bereitstellung eines Verfahrens zur Renaturierung 
eukaryontischer alkalischer Phosphatasen nach Expression in Prokaryonten. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaS dadurch gelost, daB eine fur eine eukaryontische, alkalische 

45 Phosphatase kodierende DNA-Sequenz in einer prokaryontischen Wirtszelle exprimiert wird und das 
Expressionsprodukt in aktiver Form durch ZellaufschluB, Solubilisierung unter denaturierenden Bedingungen 
und anschliefiender Renaturierung gewonnen wird, wobei der Renaturierungsschritt in Gegenwart eines oder 
mehrerer Stabilisierungsmittel durchgefuhrt wird. 

Durch das erfindungsgemaBe Verfahren wird es uberraschenderweise ermoglicht, alkalische Phosphata- 
se sen nach Expression in Prokaryonten in biologisch aktiver Form zu erhalten, wobei es insbesondere 
bemerkenswert ist, daS die Renaturierung heterolog exprimierter alkalischer Phosphatasen, im Gegensatz 
zu den bereits bekannten Verfahren, nur in Gegenwart eines oder mehrerer Stabilisierungsmittel erfolgreich 
durchzufUhren ist. Besonders bevorzugt wird das Verfahren mit placentaler alkalischer Phosphatase durch- 
gefuhrt, doch auch andere Phosphatasen wie Phosphatase aus Kalberdarm etc. haben sich als geeignet 

55 erwiesen. 

Als Stabilisierungsmittel im Sinne der Erfindung konnen Agenzien, die eine Stabilisierung von Proteinen 
in Losung bewirken, wie z.B. synthetische Polymere, Mono-, Oligo- und Polysaccharide. Polyalkohole, Saize 
u.a., verwendet werden (Gupta, M.N. (1991), Biotechnology and Applied Biochemistry 14, 1-11; Gray, C.J. 
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(1988), Biocatalysis 1, 187-196; Busby, T.F. & Ingham, K.C. (1984), Biochem. Biophys., Acta 799, 483-488). 
Dabei werden erfindungsgemafl Sulfatsaize, Kohlenhydrate Oder Polyalkohole entweder alleine Oder fn 
Kombination miteinander bevorzugt. 

In einer bevorzugten AusfOhrungsform des erfindungsgemaSen Verfahrens werden Natriumsulfat oder 

5 Kaliumsulfat Oder Ammoniumsulfat Oder Mischungen derselben als Stabilisierungsmittel verwendet. Na- 
triumsulfat wird dabei vorzugsweise in einer Menge von 0,3 bis 1 mol/1 verwendet, bevorzugter in einer 
Menge von 0,3 bis 0,6 mol/l. Kallunnsulfat wIrd vorzugsweise in einer IVIenge von 0,1 bis 0,6 mol/l, 
besonders bevorzugt in einer Menge von 0,1 bis 0,45 mol/l verwendet. Ammoniumsulfat wird bevorzugt in 
einer Menge von 0,3 bis 1 mol/l verwendet. 

10 In einer weiteren bevorzugten AusfOhrungsform werden als Stabilisierungsmittel Kohlenhydrate verwen- 
det. Vorzugsweise werden dabei die Kohlenhydrate in einer Menge von 5 bis 50 Gew./Vo).-%, bezogen auf 
das Volumen des Renaturierungsansatzes, eingesetzt. Als Kohlenhydrate werden vorzugsweise Pentosen, 
wie z.B. Arabinose, Hexosen, wie z.B. Galactose, Glucose oder Fructose, verschiedene Disaccharide, wie 
z.B. Lactose, Maltose oder Saccharose oder Gemische von Pentosen, Hexosen oder/und Disacchariden 

)5 eingesetzt. 

Ebenso konnen in einer weiteren bevorzugten AusfOhrungsform verschiedene Polyalkohole in einer 
Menge von 5 bis 50 Gew./Vol.-%, bezogen auf das Volumen des Renaturierungsansatzes, wie z.B. Sorbitol, 
Glycerin, Erythritol, Inositol, Ethylenglycol Oder Gemische davon verwendet werden. 

In einer besonders bevorzugten AusfOhrungsform der vorliegenden Erfindung konnen Gemische von 
20 Kohlenhydraten, Polyalkoholen oder/und Sulfatsalzen zur Renaturierung von eukaryontischen alkalischen 
Phosphatasen eingesetzt werden. Dabei wird uberraschenderweise ein synergistischer Effekt beobachtet, 
der eine Effizienzsteigerung in der Renaturierung bewirkt, die Uber den additiven Wert der einzelnen 
Komponenten hinausgeht. 

Durch die Beschreibung der verwendeten Standardrenaturierungspuffer in den Beispielen, zu dem 
25 erfindungsgemaB die jeweiligen Stabilisierungsmittel zugesetzt werden, soli jedoch nicht ausgeschlossen 
werden, daB Pufferlosungen mit anderen Zusammensetzungen zur Verwendung in dem erfindungsgemaSen 
Verfahren geeignet sind. 

Die heterologe Expression einer klonierten DNA-Sequenz in einer prokaryontischen Wirtszelle ist aus 
dem Stand der Technik bekannt. Die Einfuhrung der DNA-Sequenz in die Wirtszelle kann beispielsweise 

30 durch Transformation mit einem Vektor erfolgen, der mindestens eine Kopie der DNA-Sequenz enthalt. 
Hierbei sind sowohl extrachromosomale Vektoren (z.B. Plasmide) als auch Integratlonsvektoren (z.B. 
Lambda-Vektoren) geeignet, wobei jedoch Plasmide bevorzugt sind. Die prokaryontische Wirtszelle ist 
vorzugsweise ein gram-negative Wirtszelle. besonders bevorzugt eine E.coli-Zelle. Hinsichtlich der verschie- 
denen Techniken zur Klonierung von Genen und der Transformation von Wirtszellen wird auf Sambrook et 

35 al. (Molecular Cloning. A Laboratory Manual (1989), Cold Spring Harbor Laboratory Press) verwiesen. 

Die Kultivierung der transformieren Wirtszelle bei dem erfindungsgemaSen Verfahren zur Gewinnung 
von rekombinanter, biologisch aktiver, eukaryontischer, alkalischer Phosphatase findet unter solchen Bedin- 
gungen statt, die fur die Expression der DNA-Sequenz forderlich sind. In einer bevorzugten Ausfiihrungs- 
form ist die DNA-Sequenz operativ mit einem regulierbaren Promoter verknupft, der durch Zugabe eines 

40 Induktors oder durch Temperaturerhohung induziert werden kann. Weiterhin kann es bevorzugt sein, daB 
neben dem das Phosphatasegen enthaltenden Vektor weitere, die Expression verbessernde Hilfsvektoren in 
der Wirtszelle vorliegen (z.B. pUBS 500). Ein besonders bevorzugter Vektor zur Gewinnung rekombinanter 
placentaler alkalischer Phosphatase ist das Plasmid pPLAP (DSM 7094). 

Der ZellaufschluB nach der Expression kann durch alle hierfOr ubiichen Methoden ausgefuhrt werden, 

45 z.B. mittels Ultraschall, Hochdruckdispersion oder Lysozym. Er wird vorzugsweise in einer zur Einstellung 
eines neutralen bis schwach sauren pH-Wertes geeigneten Pufferlosung durchgefuhrt, wie z.B. 0,1 mol/l 
Tris/HCI. Die aufgeschlossenen Zellen werden dann vorzugsweise mittels Zentrifugation oder Filtration in 
eine losliche und eine unlosliche Fraktion getrennt. Die alkalische Phosphatase befindet sich dabei im 
ailgemeinen in Form von "Inclusion Bodies" in der unloslichen Fraktion bzw. dem Pellet. Nach Waschen 

so des Pellets mit Agenzien, die die in Form von "Inclusion Bodies" vorliegenden Proteine der alkalischen 
Phosphatasen nicht storen, Verunreinigungen, wie z.B. fremde Proteine, jedoch moglichst losen, wird das 
Pellet nach bekannten Methoden einer Solubilisierungsprozedur (Solubilisierung, Reduktion) unterworfen. 
Die Solubilisierung erfolgt vorzugsweise im alkalischen pH-Bereich, insbesondere bei pH 8 in Gegenwart 
von reduzierenden Agenzien und hohen Konzentrationen denaturierender Mittel, vorzugsweise 8 mol/l 

55 Harnstoff. Die Solubilisierung kann z.B. bei Raumtemperatur fur eine Zeit von mindestens 2 Stunden 
erfolgen. Der pH-Wert wird bevorzugt nach erfolgter Solubilisierung auf Werte von 3 bis 4 mittels Zugabe 
von HCI eingestellt und in einem weiteren Reinigungsschritt werden nach bekannten Methoden die 
unloslichen Stoffe abgetrennt. Das verwendete Reduktionsmittel wird anschlieflend vorzugsweise mittels 
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Dialyse gegen das Denaturierungsmittei entfernt. 

Das erfindungsgemaQe Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, daB der Renaturierungsschritt in Gegen- 
wart von einem Oder mehreren der oben genannten Stabilisierungsmittel durchgefuhrt wird. Dabei ist es 
bevorzugt, daS die Renaturierung im wesentlichen in Abwesenheit 50 nnmol/l) von chaotropen, d.h. 
denaturierenden Agenzien, wie etwa Guanidiniumhydrochlorid Oder Harnstotf. durchgefuhrt wird. Es wurde 
jedoch gefunden, daB auch bei hoheren, aber nicht denaturierend wirkenden Konzentrationen an chaotropen 
Agenzien, (z.B. bis 800 mmol/l Harnstoff) die erfindungsgemaBe Renaturierung von alkalischer Phosphatase 
bei gleichzeitiger Anwesenheit von oben genannten Stabilisierungsmlttein moglich Ist, wenngleich eine 
gerlngere Renaturierungseffizienz beobachtet wird. 

Der Renaturierungsschritt kann nach alien bekannten und ublichen Prozeduren durchgefuhrt werden, 
vorausgesetzt daB ein Oder mehrere Stabilisierungsmittel vorhanden sind. So ist es moglich, die aus EP-A 0 
241 022 bekannte Methode der Pulsrenaturierung und gleichzeitig damit entweder das in DE 3 835 350 A1 
offenbarte Verfahren iiber die gemischten Disulfide Oder die direkte Umsetzung mit einem Disulfid und 
einem Mercaptan in dem erfindungsgemaBen Verfahren einzusetzen. Dabei kann es aber zweckmaBig sein, 
einzelne oder alle Verfahrensschritte unter Berucksichtigung der hier erlauterten Verfahrensausgestaltung 
durchzufuhren. 

Dabei v^ird die Renaturierung vorzugsweise bei 10 bis 40 'C, besonders bevorzugt bei 20 'C durchge- 
fuhrt. Ein bevorzugt venwendeter Renaturierungspuffer enthalt Tris-HCI-Puffer In elner IVIenge von 0,1 bis 
0.3 mold und weist pH-V\/erte von 6 bis 10, vorzugsweise von 7 bis 9, in der bevorzugtesten Ausfuhrungs- 
form einen pH-Wert von etwa 8 auf, und enthalt Magnesiumionen und Zinkionen in Mengen von 0,1 bis 200 
mmol/l (Magnesiumchlorid) bzw. 0,01 bis 0,5 mmol/l (Zinkchlorid). Vorzugsweise ist die Menge an Magne- 
siumionen im Renaturierungsansatz 10 mmol/l und die an Zinkionen 0,1 mmol/l. Der Renalurierungsansatz 
enthalt weiterhin Vorzugsweise Sulfhydrylreagenzien in einer Konzentration von vorzugsweise 0.1 bis 10 
mmol/l, besonders bevorzugt von 2 bis 5 mmol/l. Ein im erfindungsgemaBen Verfahren bevorzugtes 
Sulfhydrylreagenz ist Glutathion in seiner reduzierten oder/und seiner oxidierten Form. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine rekombinante eukaryontische, nicht glykosylierte, 
alkalische Phosphatase, die nach dem erfindungsgemaBen Verfahren erhaltlich ist. Die spezifische Aktivitat 
der rekombinanten alkalischen Phosphatase liegt nach einer ersten Grobreinigung bei ca. 1000 U/mg. Durch 
weitere Reinigungsschritte kann die spezifische Aktivitat um ca. den Faktor 2-3 erhoht werden. 

Die folgenden Beispiele eriautern in Verbindung mit den Tabellen 1 bis 11 und den Sequenzprotokollen 
SEQ ID N0.1 bis 3 die Erfindung welter. 

Tab. 1 zeigt die Abhangigkeit der Renaturierungseffizienz von der Naa SO* -Konzentration, 

Tab. 2 zeigt die Abhangigkeit der Renaturierungseffizienz von der K2SOt- bzw. (NHt)2S04- 

Kcnzentration, 

Tab. 3 zeigt die Abhangigkeit der Renaturierungseffizienz von Galactose, Glucose und Fructo- 

se, Lactose, Maltose, Saccharose, Sorbitol, Glycerin, Ethylenglykol und Arabinose, 
Tab. 4 zeigt den Effekt von Glycerin und K2SO4 auf die Renaturierungseffizienz, 

Tab. 5 zeigt die Abhangigkeit der Renaturierungseffizienz vom pH-Wert, 

Tab. 6 zeigt die Abhangigkeit der Renaturierungseffizienz von der GSH-Konzentration. 

Tab. 7 zeigt die Abhangigkeit der Renaturierungseffizienz von der GSSG-Konzentration, 

Tab. 8 zeigt die Abhangigkeit der Renaturierungseffizienz von der GSH- und GSSG-Konzentra- 

tion bei einem aquimolaren GSH/GSSG-Verhaltnis, 
Tab. 9 zeigt die Abhangigkeit der Renaturierungseffizienz von der ZnCb -Konzentration, 

Tab. 10 zeigt die AbhSngigkeit der Renaturierungseffizienz von der MgCb -Konzentration und 

Tab. 1 1 zeigt den EinfluB der Temperatur auf die Renaturierungseffizienz. 

SEQ ID N0.1 zeigt den zur Amplifizierung des PLAP-Strukturgens verwendeten Primer (1), 
SEQ ID N0.2 zeigt den zur Amplifizierung des PLAP-Strukturgens verwendeten Primer (2), 
SEQ ID N0.3 zeigt den zur Amplifizierung des PLAP-Strukturgens verwendeten Primer (3). 
Der in den Beispielen verwendete Mikroorganismus E.coli RM82 wurde am 13.07.1989 bei der 
Deutschen Sammlung fur (\/likroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM), Mascheroder Weg lb, D-3300 
Braunschweig unter der Hinterlegungsnummer DSM 5445 hinterlegt. Das Plasmidgemisch pPLAP/pUBS500 
wurde bei der gleichen Hinterlegungsstelle, am 3. Juni 1992 unter der Hinterlegungsnummer DSM 7094 
hinterlegt. 

Verwendete Abkurzungen: 

AP: Alkalische Phosphatase 

DTE: Dithioerythritol 
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GSH: 


Reduziertes Glutathion 


GSSG: 


Oxidiertes Glutathion 


IBs: 


"Inclusion Bodies" 


Mucosa-AP: 


Alkalische Phosphatase aus Kalberdarm 


PLAP: 


Placentale alkalische Phosphatase 


RT: 


Raumtemperatur 


UN: 


Uber Nacht 


Beispiel 1 





Konstruktion des Expressionsplasmids pPLAP 

1.1 Subklonierung des PLAP Gens 

(5 Das PLAP Gen wurde als ca. 2 kBp langes EcoRl/KpnI-Fragment aus dem Lambda-gt11-PLAP Klon 
(Millan, J.L. (1986), J.Biol.Chem. 261, 3112-3115) isoliert und in den mit EcoRI und Kpnl verdauten ca. 2,85 
kBp langen pGEMS Vektor der Firtna Promega ligiert. 

1.2 Konstruktion des E. coli Expressionsvektors pD-NX 

20 

Das Plasmid pD-NX ist ein Derivat des Plasnnids pQE-6 (pDS56/RBSII,Nco1) der Firma Diagen 
(Dusseldorf), in dem das promotorlose Chloramphenicol- Acetyltransf erase Gen (CAT) entfernt wurde. 

Dazu wurde das Plasmid pDS56/RBSII,Ncol mit den Restriktionsendonukleasen Nhel und Xbal verdaut, 
das ca. 2,6 kBp lange Nhel/Xbal-Vektorfragment isoliert und die kompatiblen Enden der Nhel und Xbal 
25 Schnittstelle durch Ligation verknupft (Konstruktion: pD-NX). 

1.3 Konstruktion des E. coli Expressionsplasmids pPLAP 

Mittels PCR-Technik (Mullis und Faloona (1987), Meth. Enzymol. 155. 335-350) wurde das PLAP 
30 Strukturgen von Basenpaarposition 105 - 1556 (Nummerierung entsprechend der Publikation von Millan, 
1986) in 2 Teilreaktionen amplifiziert. Die PCR Primer wurden so gewahit, daS das PLAP Strukturgen nach 
PGR Reaktion von geeigneten Restriktionsendonukleaseschnittstellen flankiert wird (5'-Ende: BspHI und 3'- 
Ende: Hindlll). Danach wurde das PLAP Strukturgen in einer Dreifragmentligation aus den beiden PCR 
Fragmenten zusammengesetzt und in den E. coli Vektor pD-NX insertiert. 
35 Zur Amplifikation des N-terminalen PLAP Strukturgens wurde das folgende Primerpaar (1) und (2) 
(siehe SEQ ID NO. 1 und SEQ ID NO. 2) und Plasmid pGEM3-PLAP als Template DNA verwendet. 
Primer (1): 5'-GCGCGTCGACTCATGATCATCCCAGTTGAGGAG-3' BspHI 
Primer (2): 5'-CATCCCATCGCCCAGG-3' 
Zur Amplifikation des restlichen PLAP Strukturgens wurde das folgende Primerpaar (siehe SEQ ID NO. 
40 1 und SEQ ID NO. 3) verwendet und Plasmid pGEM3-PLAP als Template DNA. 
Primer (1); 5'-GCGCGTCGACTCATGATCATCCCAGTTGAGGAG-3' 
Primer (3): 5'-CAATTAAGCTTTTATCAGTCGGTGGTGCCG-3' 
Das ca. 150 Bp lange PCR Produkt der ersten Reaktion wurde mit BspHI und PstI nachgespalten und 
das ca. 90 Bp lange BspHII/Pstl-Fragment isoliert. Das ca. 1,48 kBp lange PCR Produkt der zweiten 
45 Reaktion wurde mit PstI und Hindlll verdaut und das ca. 1,39 kBp lange Pstl/Hindlll-Fragment isoliert. 
Danach wurden die PCR Fragmente in das ca. 2,55 kBp lange Ncol/Hindlll-pD-NX Vektorfragment ligiert 
(Dreifragmentligation). Das gewunschte Plasmid pPLAP wurde durch Restriktionskartierung identifiziert und 
partiell sequenziert (Klonierungsubergange). 

so Beispiel 2 

Expression von PLAP in E. coli 

Zur Expression der PLAP wurde der E. coli K12 Stamm RM82 (DSM 5445, eine Methionin Revertante 
55 von ED 8654, (Murray, N.E. (1977), Mol. Gen. Genet. 150, 53-61) mit dem PLAP Expressionsplasmid 
pPLAP (Ampicillin-Resistenz) und dem lacl-Repressorplasmid pUBS500 (Kanamycin-Resistenz, Herstellung 
und Beschreibung siehe: EP-A 0 373 365) transformiert. 
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Die RM82/pUBS500/pPLAP-Zellen wurden in DYT-Medium (1% (w/v) Hefeextrakt, 1% (wA^) Bacto 
Tryptone, Difco, und 0,5% NaCI) mit 50 mg/1 Ampicillin und 50 mg/1 Kanamycin bis zu einer optischen 
Dichte bei 550 nm von 0,6 - 0,9 angezogen und anschlieBend mit IPTG (1 - 5 mmol/l Endkonzentration) 
induziert. Nach einer Induktionsphase von 4 - 8 Stunden wurden die Zellen durch Zentrifugation geerntet. 
mit 25 mmoi/l TrisHCI-Puffer, pH 7,5, gewaschen und bis zur Weiterverarbeitung bei -20 • C gelagert. 

Beispiel 3 

PLAP Expressionsanalyse in E. coli 

Das Zellpellet aus 1 ml abzentrifugiertem Anzuchtmedium (RM82/pUBS500/pPLAP-ZelIen) wurde in 
0,25 ml 10 mmol/l Phosphatpuffer. pH 6,8, und 1 mmol/l EDTA resuspendiert und die Zellen durch 
Ultraschallbehandlung aufgeschlossen. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand mit 1/5 Volumen 5xSDS- 
Probenpuffer (IxSDS-ProbenpuHer: 50 mmol/l Tris-HCI, pH 6.8. 1% SDS, 1% Mercaptoethanol, 10% 
Glycerin, 0,001% Bromphenolblau) versetzt. Die untosliche Zelltrummerfraktion wurde in 0,3 ml I'xSDS- 
Probenpuffer mit 6 - 8 mol/I Harnstoff resuspendiert, die Proben 5 Minuten bei 95 'C inkubiert und 
zentrifugiert. Danach wurden die Proteine durch SDS- Polyacrylamid Gelelektrophorese (PAGE) aufgetrennt 
(Laemmli, U.K. (1970), Nature 227. 680-685)und mit Coomassie Brilliant Blue R Farbstoff angefarbt. 

Zudem wurden die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf Nitrocellulosefllter transferlert. fixiert 
(Towbin, H. (1979). Proc. Natl., Acad. Sci. USA 76, 4350) und die PLAP immunreaktiven Proteine mit einem 
spezifischen Antl-PLAP Antiserum detektlert. 

Das in E. coli synthetisierte PLAP Protein war homogen und wurde ausschlieBlich in der unloslichen 
Zelltrummerfraktion gefunden (IB's). Durch SDS-PAGE und Westernblotanalyse konnten keine verkOzten 
PLAP Fragmente nachgewiesen werden. Der Anteil der PLAP an dem Gesamtprotein der IBs betrug ca 30 
- 50%. 

Beispiel 4 

Praparation der PLAP-IBs 

5 g (NaBgewicht) E. coli RM82/pUBS500/pPLAP-Zellen wurden in 25 ml 0.1 mol/I Tris-HCI, pH 7,0, bei 
4*C mit dem Ultraturrax (10.000 rpm) homogenisiert. Nach Zugabe von 7,5 mg Lysozym (1,5 mg Lysozym 
pro g Zellmaterial) und kurzem Mixen mit dem Ultraturrax wurde der Ansatz fur 30 Minuten bei 4-C 
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mechanisch mittels Hochdruckdispersion vollstandig aufgeschlos- 
sen. Durch Zugabe von MgCIa (ad 2 mmol/l) und DNAse (ad 1 mg/1 00 ml) wurde die DNA bei 25 "C in 30 
Minuten verdaut. AnschlieBend wurde zur AufschluSlosung ein halbes Volumenteil 60 mmol/l EDTA, 6% 
Triton X100, 1.5 mol/I NaCI, pH 7,0 zugegeben und weitere 30 Minuten bei 4 'C inkubiert. Danach wurden 
die unloslichen Bestandteile (Zelltrummer und IBs) durch Zentrifugation mit einer Sorvall-Zentrituge sedi- 
mentiert (8834/20.000 rpm/10 min/4'C). Das Pellet wurde in 40 ml 0.1 mol/I Tris-HCI. 20 mmol/l EDTA, pH 
6,5 mit dem Ultraturrax resuspendiert und erneut wie oben zentrifugiert. Das Pellet dieser Zentrifugation 
reprasentierte die PLAP-IBs. 

Solubilisierung der rekombinanten PLAP 

25 mg der PLAP-IBs (Feuchtgewicht) wurden in 3 ml 0,1 mol/I Tris-HCI, 8 mol/I Harnstoff, pH 8,0 (RT) 
in Gegenwart von 100 mmol/l DTE fur mindestens 2 h bei RT suspendiert. AnschlieBend wurde der pH- 
Wert des Solubilisierungsansatzes mit HCI auf 3,0 - 4,0 eingestellt und unlosliche Bestandteile durch 
Zentrifugation abgetrennt. Vollstandige Entfernung des Reduktionsmittels DTE erfolgte durch Dialyse des 
Uberstandes gegen 8 mol/I Harnstoff, 5 mmol/l HCI, pH ca. 4,0 fur 2 x 2 h bei RT, 1 x UN bei 4-C und 
erneut 1 x 2 h bei RT (Dialysepuffer jeweils ca. 500 ml). Die Proteinkonzentration der Solubilisierungssan- 
satze betrug ca. 2,5 mg/ml. Aliquots des jeweiligen Solubilisierungsansatzes konnten bei Bedarf fur 
mindestens zwei Wochen bei -70 • C gelagert werden. 
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Belsplel 5 

Renaturierung der Alkalischen Phosphatase 

Die Renaturierung der AP wurde durch 1:200- Verdunnung des dialysierten Solubilisierungs- bzw. 
Denaturierungsansatzes (siehe Beispiel 4) in Renaturierungspuffer gestartet. Die Endkonzentration der AP 
im Renaturierungsansatz betrug 5 10 ug/mi. Atle Renaturierungsansatze enthielten ein Gemisch aus 
reduziertem (GSH) und oxidiertem Glutathion (GSSG) unn die korrekte Ausbildung der Disulfidbriicken zu 
erieichtern. Falls nicht anders angegeben, waren die Renaturierungsansatze bei 20 • C thermostatislert. 

Fur die Renaturierung wurde die aus den Beispielen 1 bis 4 erhaltene PLAP bzw. eine kommerzlell 
erhaltliche AP aus Kalberdarm, die gemaB Beispiel 4, Solubilisierung. vorbehandelt wurde, verwendet. Da 
bei beiden Enzymen im wesentlichen die gleichen Ergebnisse erzielt warden, werden im folgenden 
stellvertretend die mit PLAP erzielten Ergebnisse aufgezeigt. 

Nachweis der Renaturierung 

Die Renaturierung der Alkalischen Phosphatase wurde uber ihre Aktivitat in einem Routine-Enzymtest 
bestlmmt, bei dem die Spaltung von p-Nltrophenylphosphat spektrometrisch verfolgt wird (Bretaudiere, J.-P. 
and Spillman, T. (1984), Methods of Enzymatic Analysis, VCH, 75-82). 

Belsplel 6 

Versuche zur Renaturierung unter Standardbedlngungen 

Die Renaturierung der AP ist nicht moglich, wenn sich die Renaturierungspuffer (Standard-Puffer, siehe 
unten) an den in der Literatur beschriebenen Vorschlagen (Rudolph, R. (1990), Modern Methods in Protein- 
and Nucleic Acid Research, Walter de Gruyter, Berlin, N.Y., S. 149-171) orientieren. 
Standard-Puffer: 0,1 mol/l Tris-HCI/pH 8,0 
10 mmol/l MgCh 
0,1 mmol/l ZnClz 

5 mmol/l GSH bzw. 4 mmol/l GSH 
1 mmol/l GSSG bzw. 2 mmol/l GSSG 

Beispiel 7 

Renaturierung durch NaaSO* 

Solubilisierte PLAP wurde in Renaturierungspuffer, der steigende Mengen Na2S0* enthielt, verdunnt. 
Wie aus Tabelle 1 ersichtlich ist, kann die PLAP ab einer NazSO^-Konzentration von 0,3 mol/l im 
Renaturierungsansatz erfolgreich renaturiert werden, wobei mit zunehmender Na2S04-Konzentration auch 
die Renaturierungseffizienz ansteigt. 

Renaturierungspuffer: 0,1 - 0,6 mol/l Na2S04 

0,2 mol/l Tris-HCt/pH 8,0 

10 mmol/l MgClz 

0,1 mmol/l ZnCl2 

4 mmol/l GSH 

2 mmol/l GSSG 

Renaturierungsdauer: 20 h bzw. 40 h 

Beispiel 8 

Renaturierung durch K2S0t bzw. (NHt)2S0t 

Solubilisierte PLAP wurde in Renaturierungspuffer, der steigende Mengen an KzSO* bzw. (NH4)2SO* 
enthielt, verdunnt. Beide Komponenten ermogtichen in Abhangigkeit von ihrer Konzentration eine effiziente 
Renaturierung der PLAP (siehe Tabelle 2). 

Renaturierungspuffer: 0 - 1,4 mol/l (NH4)2SOt Oder 
0 - 0,6 mol/l K2SO4 
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0,2 mol/l Tris-HCI/pH 8,0 
10 mmol/l MgCb 
0,1 mmol/l ZnClz 
4 mmol/l GSH 
2 mmol/l GSSG 
Renaturierungsdauer: ca. 90 h 

Belspiel 9 

Renaturlerung durch Kohlenhydrate oder Polyalkohole 

Die Gegenwart von Zuckern bzw. Polyalkoholen und verwandten Stoffen im Renaturierungsansatz 
ermoglicht eine Renaturlerung der FLAP. Die Abhangigkelt der Renaturierungseffizienz von der Konzentra- 
tion der einzelnen Kohlenhydrate wurde systematisch untersucht. Diese Ergebnisse sind in Tabelle 3 
zusammengetaflt. Daraus 1st eine gesteigerte Renaturierungseffizienz in Gegenwart der untersuchten 
Substanzen Galactose, Glucose, Fructose, Lactose, Maltose, Saccharose, Sorbitol, Glycerin, Ethylenglykol 
und Arabinose ersichtlich. Weiterhin wurde eine gesteigerte Renaturierungseffizienz fur Erythritol und 
Inositol gefunden (ohne Abbildung). 

Renaturierungspuffer: 0 - 40 % (w/v) D( + )-Galactose, D( + )-Glucose, D(-)-Fructose, ^-Lactose, Malto- 
se-Monohydrat, Saccharose, Sorbitol, Glycerin, Ethylenglykol bzw. L( + )-Arabi- 
nose 

0.2 mol/l Tris-HCI/pH 8,0 
40 mmol/l MgCb 
0.1 mmol/l ZnClz 
4 mmol/l GSH 
4 mmol/l GSSG 
Renaturierungsdauer: ca. 40 h 

Beisplel 10 

Synergistischer Effekt bei Kombination von Kohlenhydraten oder/und Polyalkoholen mit Sulfatsalzen 

Der kombinatorische Effekt von Kohlenhydraten/Polyalkoholen bzw. Sulfatsalzen auf die Renaturierungs- 
effizienz ist synergistisch. Die Gegenwart je eines Vertreters beider Stoffklassen im Renaturierungspuffer 
bewirkt eine hohere Renaturierungseffizienz als die von jeder Stoffklasse alleine bewirkte. In Tabelle 4 sind 
diese Ergebnisse fur KaSO* und Glycerin zusammengefaBt. 

Renaturierungspuffer; 0 - 30 % (w/v) Glycerin in Gegenwart von 0 mol/l, 0,09 mol/l bzw. 0,18 mol/l 
K2SO, 

0,2 mol/l Tris-HCI/pH 8.0 
40 mmol/l MgCl2 
0,1 mmol/l ZnCb 
4 mmol/l GSH 
4 mmol/l GSSG 
Renaturierungsdauer: ca. 40 h 

Beisplel 11 

Variation des pH-Wertes im Renaturierungsansatz 

In Tabelle 5 sind die Ergebnisse einer systematischen Variation des pH-Wertes vom Renaturierungspuf- 
fer dargestellt. Fur alle getesten Na2S04^-Konzentrationen (0,1 bis 0,6 mol/l; Daten fur 0,1 und 0,2 mol/l 
nicht gezeigt) liegt der optimale pH-Wert fur die Renaturierung im Bereich von 8,0. 
Renaturierungspuffer: 0,1 - 0,6 mol/l NaaSO* 

0,2 mol/l Tris-HCI, pH 7,25-8,5 
10 mmol/l MgClz 
0,1 mmol/l ZnCl2 
4 mmol/l GSH 
2 mmol/l GSSG 
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Renaturierungsdauer: S 40 h 

Belspiel 12 

Variation der Redoxbedingungen im Renaturierungsansatz 

Die Tabellen 6 - 8 zeigen die Abhangigkeit der Renaturierungseffizienz von der GSH- bzw. GSSG- 
Konzentration im Renaturierungspuffer. 

Renaturierungspuffer: 0,2 mol/l Tris-HCI/pH 8.0 
10 mmol/1 MgCb 
0,1 mmol/l ZnClz 
0,6 mol/l Na2S04 

Renaturierungsdauer: 20 h bzw. 90 h 
Tabelle 6 zeigt die Renaturierungseffizienz bei Variation der GSH-Konzentration und l<onstanter GSSG- 
Konzentration (4 mmol/l GSSG). Tabelle 7 zeigt die Renaturierungseffizienz bei Variation der GSSG- 
Konzentration und konstanter GSH-Konzentration (4 mmol/l GSH). Tabelle 8 zeigt die Renaturierungseffi- 
zienz bei Variation der GSSG- und GSH-Konzentration und aquimolaren Mengen an GSH und GSSG im 
Renaturierungspuffer. 

Beisplel 13 

Variation der ZnCb- und MgCl2-Konzentration im Renaturierungsansatz 

W\e aus den Tabellen 9 und 10 ersichtlich ist, wird die Renaturierung der PL7\P durcfi Zn^^-lonen (z.B. 
ZnCIa) und Mg^+.lonen (z.B. MgCb) deutlich verbessert. 

Tabelle 9 zeigt die Renaturierungseffizienz bei Variation der ZnCb-Konzentration 
Renaturierungspuffer: 0 - 0,5 mmol/l ZnCh 

0.2 mol/l Tris-HCI/pH 8,0 
10 mmol/l MgCl2 
4 mmol/I GSH 
4 mmol/l GSSG 
0.6 mol/l Na2S04. 

Renaturierungsdauer: 20 h bzw. 90 h 

Tabelle 10 zeigt die Renaturierungseffizienz bei Variation der MgCl2-Konzentratlon 

Renaturierungspuffer: 0-180 mmol/l MgCIa 

0,2 mol/l Tris-HCI/pH 8,0 
0,1 mmol/l ZnClz 
4 mmol/l GSH 
4 mmol/l GSSG 
0,6 mol/l Na2SOA 

Renaturierungsdauer: 20 h bzw. 90 h 

Beispiel 14 

EinfluB der Temperatur auf die Renaturierungseffizienz 

Die Abhangigkeit der Renaturierungseffizienz von der Renaturierungstemperatur wurde fur mefirere der 
identifizlerten Faltungsaktivatoren untersucht. Eine effiziente Renaturierung fand im gesamten getesteten 
Bereich von 15* C bis 30 "C statt. In Tabelle 11 sind die Ergebnisse fur einige der eingesetzten 
Faltungsaktivatoren zusammengefaBt (Na2S04, K2SO», (NH+hSOt, Sorbitol und Glycerin). 
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1 Activity (AA/min x 10001 


Konzentration 
[Mol/I] 


20 h 


40 h 


0,1 


2 


4 


0,2 


3 




1 0,3 


7 


fa 


j 0,4 


40 


130 


0,5 


84 


220 


0,6 


103 


201 



Tabelie 1 : Abhangigkeit der Renaturlerungsefflzienz von der Na2S04-Konzentra 
und Renaturierungsdauer. 





[ Activity UA/min x 1000] 


Konzentration 
[Mol/I] 






0 


1 


1 


0,1 


2 


2 


0,2 


2 


8 


0,3 


2 


25 


0,4 


4 


94 


0,5 


8 


87 


0,6 


12 


67 


0,7 


19 




0,8 


13 




0,9 


8 




1,0 


2 




1,1 


1 




1,2 


1 





Tabelle 2: Abhangigkeit der Renaturlerungseff izienz von der KjSO^- bzw. 
(NH4)2S04-Konzentration. 
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Activity UA/mm x 1 000) 



[%1 


Gal 


Glu 


Fru 


Lac 


Mai 


Sac 


Sor 


Gly 


Eth 


Ara 


0 


3 


3 


3 


3 


3 


3 


3 


3 


3 


3 


2 


2 




1 




/ 




/ 


/ 




/ 


2,5 


/ 




1 




/ 




/ 


/ 




/ 


4 


2 




4 




4 




4 


4 




6 


5 


/ 


— ^ 


/ 




/ 


— ^ 


/ 


1 




/ 


6 


4 


^ 


/ 




/ 




/ 


1 




/ 


7,5 


/ 




1 




/ 




/ 


1 




/ 


8 


8 




7 




4 




8 


8 




19 


10 


17 




/ 




/ 




/ 


12 




1 


12 


31 




20 


25 


6 




29 


22 




47 


14 


/ 




/ 




/ 




/ 


41 




/ 


16 


68 


61 


38 


51 


9 


17 


85 


61 


21 


70 


18 


/ 




/ 




/ 




/ 


77 




/ 


20 


92 


86 


86 




1 8 


44 


1 20 


121 


21 


89 


22 


/ 




/ 




1 




/ 


136 




/ 


24 


/ 


122 


134 




37 


70 


146 


135 


30 


97 


26 


/ 




/ 




/ 




1 


165 




/ 


28 


/ 




/ 




/ 




1 


203 




/ 


30 


/ 




/ 




/ 




1 


167 




/ 


32 


/ 


134 


142 




58 


101 


136 


174 


16 


71 


36 


/ 


/ 


1 




1 




/ 


170 




/ 


40 


/ 


76 


149 




49 


51 


62 


172 


6 


30 



Tabelle 3: Abhangigkeit der Renaturierungseffizienz von der Konzentration 
verschiedener Kohlenhydrate und Polyalkohole. Gal: D( + )-Galactose, 
Glu: D( + )-Glucose, Fru: D(-)-Fructose, Lac: S-Lactose, Mai: Maltose, 
Sac: Saccharose, Sor: Sorbitol, Gly: Glycerin, Eth: Ethylenglycol, Ara: 
L{ + )-Arabinose. 
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Activity [AA/min x 1000] 


5 


Konzentration 
Glycerin [%] 


Glycerin 


Glycerin + 
0,09 M KjSO^ 


Glycerin + 
0,18 M KjS04 




0 


1 


1 


2 




4,5 


7 


7 


10 




9 


9 


18 


36 




13,5 


22 


58 


99 


J5 


18 


58 


120 


145 




22,5 


113 


166 


206 




27 


144 


221 


213 


20 


31,5 


153 


220 


239 1 



Tabelle 4: Effekt von Glycerin und K^SO* auf die Renaturierungseffizienz. 



25 





1 Activity [AA/min x 1000] 


pH-Wert 


0,3 M 
Na^SO^ 


0,4 M 
Na^SO^ 


0,5 M 
NajSO^ 


0,6 M 


7,25 


2 


3 


3 


2 


7,50 


16 


19 


25 


18 


7,75 


39 


99 


147 


,09 


8,00 


16 


129 


220 


201 


8,25 


14 


74 


153 


191 


8,50 


4 


23 


77 


1 19 



Tabelle 5: Abhangigkeit der Renaturierungseffizienz vom pH-Wert. 
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Activity l^A/min x 1000) | 


1 GSH [mMl 


nach 20 h 


nach 90 h 


1 ° 


1 


2 


1 


21 


4-1 


2 


35 


76 


3 


31 


88 




12 


85 


5 


3 


51 


6 




59 


7 


1 


46 


8 


1 


45 


9 


1 


62 




1 


41 



Tabelle 6: Abhangigkeit der Renaturierungseffizienz von der GSH-Konzentr 
GSSG-Konzentration: 4mM. 





1 Activity (iA/min x 10001 


1 GSSG ImM] 


nach 20 h 


nach 90 h 


1 ° 


0 


9 


1 


2 


39 


1 ^ 


5 


50 


1 


8 


53 


4 


13 


87 


5 


15 


74 


6 


12 


74 


7 


15 


96 


8 


14 


92 


9 


14 


99 


10 


15 


89 



Tabelle 7: Abhangigkeit der Renaturierungseffizienz von der GSSG-Konzei 
GSH-Konzentration: 4mM. 
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j Activity [AA/min x 10001 


GSH & GSSG 
[mM] 


20 h 


90 h 


0,1 


1 


1 


0,5 


1 


2 


1,0 


4 


9 


2,0 


20 


46 


4,0 


14 


87 



Tabelle 8: Abhangigkeit der Renaturierungseffizienz von der GSH- und GSSG- 
Konzentration bei einem aquimolaren GSH/GSSG-Verhaltnis. 





[ Activity t^A/min x 1 000] 


ZnClj [mM] 


20 h 


90 h 


0,000 


1 


1 


0,050 


2 


88 


0,075 


5 


74 


0,100 


7 


65 


0,125 


12 


35 


0,150 


15 


55 


0,175 


12 


40 


0,200 


1 1 


38 


0,250 


10 


25 


0,300 


7 


16 


0,500 


2 


4 



Tabelle 9: Abhangigkeit der Renaturierungseffizienz von der ZnClj-Konzentration. 
MgClj-Konzentration: 10 mM. 
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1 Activity UMmtn x 1000] 


MgClj ImM] 


20 h 


90 h 


0 




1 


5 


f 


^ 


10 






20 


13 


71 


30 


16 


81 


40 


20 


91 


50 


17 


75 


60 


17 


77 


70 


16 


68 


80 


9 


74 


100 


8 


72 


150 


2 


46 


180 


1 


42 



TabeFle 10: Abhangigkeit der Renaturierungsef f izienz von der MgCI^- 
Konzentration. ZnCla-Konzentration: 0,1 mM. 



Temperatur [°C1 


0,6 M 
Na^SO^ 


0,45 M 

KjSOa 


0,7 M 


25 % 
Glycerin 


25 % 1 
Sorbitol 


16 


30 


37 


5 


70 


62 


18 


43 


78 


9 


109 


141 


20 


72 


127 


31 


162 


219 


22 


82 


124 


43 


207 


239 


24 


85 


132 


20 


203 


247 1 


26 


66 


84 


25 


227 


253 1 


28 


63 


72 


23 


202 


233 J 



Tabeile 1 1: EinflulS der Temperatur auf die Renaturierungseffizienz. 



55 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE INFORMATION: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: BOEHRINGER MANNHEIM GMBH 

(B) STRASSE: Sandhofer Str. 116 

(C) ORT: Mannheim 

(D) BUNDESLAND: BVt 

( E ) LAND : Germany 

(F) POSTLEITZAHL: D-6800 

(G) TELEPHON: 0621/759-3197 

(H) TELEFAX: 0621/759-4457 

(ii) ANMELDETITEL : Verfahren zur Gewinnung rekombinanter , 

biologisch aktiver, eukaryontischer 
alkalischer Phosphat.ase 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 3 

(iv) COMPUTER-LESBARE FORM: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (EPA) 

(vi) FRUHERE ANMELDEDATEN : 

(A) ANMELDENUMMER: DE P 42 25 427.2 

(B) ANMELDEDATUM: 31-JUL-1992 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 1: 
(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) iJiNGE: 33 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID KG: 1: 
GCGCGTCGAC TCATGATCAT CCCAGTTGAG GAG 33 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO; 2: 
(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 16 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 
CATCCCATCG CCCAGG ig 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 3: 
(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 30 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 
CAATTAAGCT TTTATCAGTC GGTGGTGCCG 30 



Patentanspru che 

1. Verfahren zur Gewinnung rekombinanter, biologisch aktiver, eukaryontischer alkalischer Phosphatase, 
bei dem eine fur eine eukaryontische alkalische Phosphatase codierende DNA-Sequenz in einer 
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prokaryontischen Wirtszelle exprimiert wird und das Expressionsprodukt durch ZellaufschluB, Solubili- 
sierung unter denaturierenden Bedingungen und anschlieCender Renaturierung gewonnen wird, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der Renaturierungsschritt in Gegenwart eines Oder mehrerer Stabilisierungsmittel durchgefuhrt 
wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daS als Stabilisierungsmittel Sulfatsaize verwendet werden. 

3. Verfahren f\ach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB Natriuttisulfat in einer Menge von 0,3 - 1 mol/l, Kaliumsulfat in einer Menge von 0,1 - 0,6 mol/1 und 
Ammoniumsulfat in einer Menge von 0,3 - 1 mol/l verwendet werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB als Stabilisierungsmittel Kohlenhydrate ven^^endet werden. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Kohlenhydrate in H/lengen von 5 bis 50 Gew.A/ol.-%, bezogen auf das Volumen des Renaturie- 
rungsansatzes, eingesetzt werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB als Stabilisierungsmittel Polyalkohole mit 2 Oder mehr Kohlenstoffatomen verwendet werden. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB Polyalkohole in Mengen von 5 bis 50 Gew.A/ol.-%, bezogen auf das Volumen des Renaturierungs- 
ansatzes, eingesetzt werden. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB als Stabilisierungsmittel Gemische von Sulfatsalzen, Kohlenhydraten oder/und Polyalkoholen ver- 
wendet werden. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der Renaturierungsschritt in Gegenwart von Zinkionen und Magnesiumionen durchgefuhrt wird. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der Renaturierungsschritt in Gegenwart von Sulfhydrylreagenzlen durchgefuhrt wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man als Vektor das Plasmid pPLAP (DSM 7094) verwendet. 

12. Rekombinante, eukaryontische, alkalische Phosphatase, erhaltlich gemaB dem Verfahren nach einem 
der Anspruche 1 bis 11. 
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